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摘 要 
I 
摘 要 
研究背景与意义：结直肠癌(CRC)发生的分子机制尚不十分清楚 ,其发病原因和
病因错综复杂，目前认为是在机体的内因与环境的外因相互作用的结果。近年来
有越来越多的证据表明，结直肠癌干细胞的存在可能是导致肿瘤发生进展的重要
原因之一。结直肠癌干细胞是肿瘤内非常小部分的细胞亚群，具有自我更新、形
成异质性亚群，强耐药性并形成肿瘤的能力，因此它可能是肿瘤发生、耐药、转
移和复发等各种恶性行为的源头。很多研究证实 ，Smad4 作为 TGF-β 超家族信
号通路中的关键分子，它的突变与结直肠癌的侵袭和转移密切相关，但是在结直
肠癌干性中的调控机制尚不清楚。阐明 Smad4 对结直肠癌干性的影响及其信号
调控机制，探索预防和治疗结直肠癌的方法具有重要的意义。 
研究方法：我们通过构建 Smad4 过表达的结肠癌细胞 SW480-Smad4 和
SW620-Smad4 和 Smad4 敲减的细胞 HCT116sh2，利用 CCK8、克隆形成、微球
体形成、Western blot、荧光定量 PCR 和流式细胞术等实验方法检测 Smad4 对结
肠癌细胞干性的影响。为更进一步探究 Smad4在结肠癌细胞干性中的调控机制，
我们通过高通量测序的方法寻找到差异表达的基因，并构建 ID3 基因敲减的结肠
癌细胞模型，然后利用同样的实验方法检测结肠癌细胞干性特征的变化。 
结果：过表达 Smad4 后，结肠癌 SW480 和 SW620 细胞的增殖、克隆形成和微
球体形成能力受到抑制，敲减 Smad4 后，结肠癌 HCT116 细胞的增殖、克隆形
成和微球体形成能力得到增强。同时，Smad4 在蛋白水平上抑制了干性基因
CD133、EPCAM、CD44 的表达，在转录水平上抑制了 CD133、EPCAM、CD24、
CD44、CD166、ALDH1 等干性基因的表达。通过高通量测序发现，在结肠癌
SW620 细胞中，Smad4 促进了分化抑制因子-3（ID3）的表达。通过构建 ID3 敲
减的结肠癌细胞模型发现，敲减 ID3 增强了结肠癌细胞的增殖、克隆形成和微球
体形成能力，促进了干性基因CD133、EPCAM在蛋白水平的表达，促进了CD133、
EPCAM、CD24、CD44、CD166、ALDH1 在转录水平的表达。 
结论： Smad4 可能通过调控 ID3 基因的表达从而抑制结肠癌细胞的干性。 
关键词：结肠癌  干性  Smad4  ID3
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II 
Abstract 
Background and significance: The molecular mechanism of colon cancer is not very 
clear and its etiology and risk factors are very complex。Now, it’s thought that, the 
interaction consist of internal factors in the body and external factors in environment 
rusluts to the occurrence. In recent years, there is growing evidence that, colon cancer 
stem cell may be one of the important causes in tumor progression. Colon cancer stem 
cells are a small subset among the cell subpopulations in the tumor, which have 
self-renewal, formning heterogeneous subgroups, strong drug resistance and the 
ability to form tumors. So, it may be the soure of tumorigenesis, development, 
recurrence, metastasis and other vicious. Many researhes had confirmed that, Smad4 
as a key molecule in the TGF-β signaling pathway, its mutation is closely related to 
the invasion and metastasis of colorectal. But how it regulates colon cancer stemness 
is unclear. To elucidate the effect of Smad4 on the stemness in colon cancer and its 
signal regulation mechanism, to explore the method of preventing and treatmenting 
colon cancer are significance.  
Methods: We constructed the Smad4 overexpressed cells SW480-Smad4 and 
SW620-Smad4 and Smad4 knocked down cells HCT116sh2, using CCK8, clone 
formation, microsphere formation, Western blot, real-time PCR and flow cytometry 
assay to investigate the effect of Smad4 on the stemness in colon cancer cell. In order 
to explore the mechanism of Smad4 on the stemness in colon cancer cell further, we 
used high-throughput sequencing to search genes on different expression level and 
constructed ID3 gene knocked down cell mode. Then we used the same experimental 
methods to detect the changes of characteristics on stemness in colon cancer cell.  
Results: The proliferation, clone formation and microsphere formation in colon 
cancer SW480 and SW620 cells were inhibited after Smad4 overexpressed. The 
proliferation, clone formation and microsphere formation in colon cancer cell 
HCT116 were enhanced after Smad4 knocked down. At the same time, Smad4 
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III 
inhibited the expression of CD133, EPCAM at the protein levels and inhibited the 
expression of stemness genes CD133, EPCAM, CD24, CD44, CD166, ALDH1 at the 
transcriptional levels. By using high-throughput sequencing, we found that, Smad4 
promoted the expression of inhibitors of differentiation-3 (ID3) in colon cancer 
SW620 cell.We also found that, knockdown ID3 enhanced proliferation, clone 
formation and microsphere formation abilities in colon cancer cell ,promoted the 
stemness genes CD133, EPCAM expression at the protein levels and promoted the 
CD133, EPCAM , CD24, CD44, CD166, ALDH1 at the transcriptional levels by 
constructing ID3 knocked down mode. 
Conclution: Smad4 may inhibite the stemness by regulating the expression of ID3 in 
colon cancer cell. 
Keywords: Colon cancer；Stemness；Smad4；ID3 
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英文缩略表 
IV 
英文缩略表 
英文缩写 英文全名 中文全名 
CRC Colorectal Cancer 结直肠癌 
Smad4 drosophila mothers against 
decapentaplegic protein 4 
Smad 蛋白 4 
 Stemness 干性 
ID Inhibitor of differentiation 分化抑制因子 
CSC Cancer stem cell 肿瘤干细胞 
EGF Epithelial growth factor 上皮生长因子 
b-FGF basic Fibroblast growth factor 碱性成纤维细胞生长因子 
b-27 b-27 Supplements b-27 添加剂 
pRb Retinoblastoma 视网膜母细胞瘤基因 
FBS Fetal bovine serum 胎牛血清 
PMSF Phenylmethanesulfonyl fluoride 苯甲基磺酰氟 
DMSO dimethylsulfoxide 二甲基亚砜 
TEMED Tetramethylethylenediamine 四甲基乙二胺 
PVDF Polyvinylidene fluoride 聚偏氟乙烯 
LB Luria-Betani medium LB 培养基 
Tris Trimethylolaminomethane 三羟甲基氨基甲烷 
SDS Sodium dodecyl sulfate 十二烷基硫酸钠 
PBS Phosphate buffered solution 磷酸盐缓冲液 
Poly Polybrene 聚凝胺 
rpm round per minute 每分钟转速 
DEPC Diethy pyrocarbonate 焦碳酸二乙酯 
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V 
英文缩写 英文全名 中文全名 
cDNA complementary DNA 互补脱氧核糖核苷酸 
mRNA Messenger RNA 信使核糖核苷酸 
qRT-PCR Real-time PCR 荧光定量 PCR 
OD Optical density 光密度 
MFI Mean fluorescence density 平均荧光强度 
μl microlitre 微升 
ml milliliter 毫升 
min minite 分钟 
sec second 秒 
h hour 小时 
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第一章 前言 
1. 结直肠癌与结直肠癌干细胞 
在全球范围内，结直肠癌的高发病率和高死亡率已经成为了社会沉重的负担。
在经济发达的美国，男性和女性的结直肠癌的发病率分别占到恶性肿瘤总发病率
的 9%和 8%，均位列总数第三位。死亡率占到恶性肿瘤总死亡率的 9%和 8%，
分别位列第二位和第三位[1]。随着我国经济的发展，外部生活环境和自身的生活
习惯不经意间发生了巨变，随之而来的是恶性肿瘤的发病率呈现出快速上升趋势，
其中结直肠癌的发病率和死亡率也快速增长。2015 年，我国预计新发结直肠癌
39.63 万例，死亡 19.2 万例，位列总新发恶性肿瘤数和总死亡数的第五位，且发
病率和死亡率都呈现出持续上升的趋势[2]，给社会和家庭造成了沉重的负担。目
前研究表明，结直肠癌的发生发展是由正常上皮的增生性息肉改变，之后逐渐发
展成早期、中期至后期腺瘤性息肉，最终癌变及发生原发癌灶转移，是一个有多
因素参与、多阶段进行性发展的过程，是促癌基因和抑癌基因发生多各基因多各
位点突变的结果，常见的 Wnt、TGF-β、Notch 信号通路的激活及 Smad4、APC、
Kras 等基因的突变参与了结肠癌的发生和发展[3-5]。 
传统的观点认为，肿瘤细胞是因体细胞发生突变产生的，肿瘤细胞都有无限
制增殖的能力。然而这并不能很好的解答肿瘤细胞貌似拥有无穷的生命力以及并
不是每一个肿瘤细胞都可以不受约束生长的现象。大量的既往研究显示，肿瘤细
胞之间的生物学特性有很大的差异。在肿瘤组织内有非常少的细胞亚群，是具有
多能分化能力和自我不断更新的干细胞，可以形成新的肿瘤组织，被称之为肿瘤
干细胞（CSC）[6,7]，进而可导致肿瘤发生和转移。肿瘤干细胞分裂基本上处于细
胞周期 G0 期，是相对静止的细胞周期、所以常常能抵抗常规放疗和化疗。肿瘤
干细胞还表达众多的耐药分子及抗凋亡分子,形成了错综复杂的耐药机制。1994
年 Lapidot 首先发现在白血病患者的骨髓中有少量的一群细胞，具有肿瘤干细胞
特性，可以诱发急性粒细胞白血病。1997 年，Bonnet 更是从急性粒细胞白血病
中成功提取并鉴别出肿瘤干细胞[8]。白血病干细胞的发现，给肿瘤的研究开辟了
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新的理念，此后各个国家研究者相继开展了实体肿瘤干细胞的研究。研究人员利
用细胞表达的干性分子，如 CD133、CD44、EPCAM、ALDH1 在肺癌、乳腺癌、
胰腺癌、前列腺癌等实质性肿瘤组织中也发现了肿瘤干细胞的存在[9-12]。2007 年，
两个研究团队首次通过分选出表达 CD133 分子的细胞成功地在结肠癌中分离鉴
定出结肠癌干细胞[13,14]。近年来许多研究显示结直肠癌干细胞在肿瘤的发生、转
移、复发和治疗上扮演者重要的角色[15,16]，被认为是肿瘤难以根除和易于复发转
移的根源。结直肠癌干细胞的发现，增强了人们对肿瘤的起源和生物学特性的认
识，为肿瘤的科学研究及临床转化开辟了新的道路。 
2. Smad4 基因 
DPC4 是一种新发现的抑癌基因，位于第 18 号染色体（18q），是 Hahn 等研
究人员 1996 年第一次在胰腺癌标本中发现并在科学（Science）杂志上报道。他
们发现约 90%的胰腺癌标本 DPC4 基因出现等位基因杂合性缺如[17]。DPC4 蛋白
与果蝇和线虫的 Smad、Smad3、 Smad4 蛋白起源相同，所以将这类蛋白统称为
Smads，因此 DPC4 被称为 Smad4。Smad 蛋白被认为是转化生长因子 β（TGFB）
和骨形态发生蛋白（BMP）信号转导通路的转导中枢，其调节包括细胞生长与分
化等许多生理过程[18]。因此，TGF-β/BMP 途径通路的失调节几乎会导致发育异
常和或疾病的发生，特别是癌症的发生[19]。这两种途径的信号通过 Smads 蛋白
家族发挥其作用。在哺乳动物中，Smads 蛋白家族包含 8 个蛋白，被细分为三个
不同的类别： Smad2、Smad3 介导 TGF-β 信号和 Smad1、Smad5 和 Smad8 介导
BMP 信号；Smad4 介导 TGF-β 信号和 BMP 信号；Smad6 和 Smad7 抑制 TGF-β
信号和BMP信号通路的转导[20]。SmadS蛋白家族在物种内高度保守，但是约 40％
的Smad4因与其他蛋白家族成员具有同一性，所以是SmadS家族不同的亚型[21]。
Smad4 结合 R-Smad 和形式异聚复合物并促进这些异聚复合物转移到细胞核中。
在细胞核中，异聚复合物结合启动子并与转录激活子相互作用,所以细胞核中
Smad4 的存在对基因表达具有深远的影响[19,22]。 
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3. Smad4与肿瘤 
1996 年，Hahn SA 研究小组发现约 90%的胰腺癌标本 DPC4 基因表现等位
基因杂合性缺失[17]。随后 Duff EK 研究小组发现 Smad4 基因在 33%发生转移的
结直肠癌患者中发生了突变，在 50%的胰腺癌中发生失活突变，在 7%肝癌、10%
前列腺癌中、9%肺癌中和 12%乳腺癌中也发现发生了 Smad4 突变[23]。经过几十
年的研究，Smad4 作为抑癌基因的观点普遍被大家接受，其活性的失活会促进多
种肿瘤的的发生和进展[24-27]。现有研究表明，在结肠癌中，Smad4 的失活激活
PI3K/AKT 信号通路上调了抗凋亡蛋白 bcl-2、bcl-w 和 survivind 的表达，使得肿
瘤细胞对化疗药 5-FU 的的敏感性降低，耐药性更强，凋亡减少[28]。Smad4 在结
肠癌中的突变也会促进肿瘤的侵袭和转移，2010 年 PRAN K. DATTA 最早发现在
Smad4 缺失的情况下，会促使 TGF-β 由抑制肿瘤进展向促进肿瘤发展的角色转
变[29]，促进肿瘤的侵袭和转移。最近有研究发现，结肠癌中 Smad4 缺失会促进
CCL15 表达，然后通过招募 CCR1D 骨髓细胞促进肿瘤细胞向肝脏转移[30-31]。2014
年，Voorneveld 研究发现，Samd4 的缺失会促使 BMP 信号通过激活 Rho 和 ROCK
促进结直肠癌的肝转移[32]。在临床研究中发现，Smad4 的表达水平是结肠癌预后
标志物，即高表达 Smad4 水平的患者比那些低 Smad4 表达水平的患者有更好的
预后[33]。因为结直肠癌很容易发生转移，所以现在对 Smad4 的研究主要侧重于
Smad4 在结直肠癌侵袭和转移的作用和机制上，而 Smad4 在结直肠癌干性的研
究不多，在其他类型肿瘤干性方面的研究也非常少，现在的研究多数集中在
Smad4 对胚胎干细胞和间充质干细胞的影响[34]。2015 年，Hoshino Y 在研究中发
现，Smad4 可以在转录水平抑制肿瘤干性分子 ALDH1A1 的表达来减少胰腺癌干
细胞的数量，抑制癌细胞的干性[35]。有文献报道，在 Smad4 未发生突变的结肠
癌中，通过调节 BMP/Smad4/Wnt 信号通路可以抑制结肠癌细胞的干性，而多篇
文献报道 Wnt/β-catenin 信号的激活可以增强肿瘤的干性特征[36-38]。 
4. ID3 基因 
HLH（helix-loop-helix,HLH)蛋白是一类具有 HLH结构域的DNA 结合蛋白，
该结构域包括两个高度保守的 a-螺旋和一段长度不一、稳定性差的袢环（loop）
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区段，其作用是调控分子与分子间形成二聚体，进而与靶目标基因特异的 DNA
调控区结合，调控基因表达，调控细胞增殖和分化相关基因的转录。根据 HLH 蛋
白所含结构域功能的不同，分为四个大类,即 bHLH、bHLH-zip、bHLH-PAS 和
Id-HLH[39-41]。分化抑制因子（inhibitors of differentiation,Id）,又称作 DNA 结合抑
制因子（inhibitors of DNA binding），是 1990 年 Robert Benezra 等首先从小鼠红
白血病细胞的 cDNA文库中克隆出来的，属于螺旋-环-螺旋（helix-loop-helix,HLH)
转录因子家族中的 Id-HLH 一类[42]，也是转化生长因子家族下游重要的效应因子。
迄今为止，在哺乳动物共发现的４种分别位于染色体的 20q11(ID1)、2p15(ID2)、
1p
36
.1(ID3)和 6p21-22(ID4)的 ID 编码基因。ID 蛋白可通过与 bHLH 结合形成异二
聚体 ID-HLH，进而竞争性抑制 DNA 及其他组织特异性 bHLH 转录因子与 bHLH
结合，发挥抑制分化的作用。ID 家族蛋白在哺乳动物的发育过程中非常重要，
有研究表明，干扰其表达可导致小鼠胚胎死亡[41,43,44]。ID 蛋白在成人正常已分化
组织中表达量很少，但是在如干细胞和胚胎的增生组织中表达量却很高，推测 ID
蛋白在维持干细胞特性上发挥着重要作用。 
5. ID3 与肿瘤 
ID 基因已被认为是作为共同致癌基因，以及优势致癌基因，因为当 ID 基因
与Bcl-2基因共同表达是可以使啮齿动物成纤维细胞永生化，并且单独转染的 Id1
可以使原代人角质形成细胞分化成人角质细胞。细胞各种信号传导路径的损坏，
导致终末不确定性的分化，这个过程与生长信号持续性的激活有关，ID 蛋白表
达失调是这个过程发生的一部分[43,44]。大量研究发现高表达的 ID 家族蛋白可能
会通过失活视网膜母细胞瘤（pRb）蛋白，增加的端粒酶活性和或 p53 介导的
DNA 损伤反应，APC 和或 β-catenin/TCF 等途径促使前列腺、乳腺、胃、卵巢、
子宫内膜、甲状腺、肝脏、食管等发生恶性改变[43, 44]，也发现 ID3 的高表达可促
进肺腺癌、胰腺癌和结肠癌的增殖、侵袭转移和自我更新[47-49]。不同来源的肿瘤，
ID 蛋白表达的上调或者下调会调节肿瘤干细胞的生成或凋亡[50]。也有研究显示，
ID3 高表达可以抑制肺癌 A549 细胞的的增殖能力，增强对化疗药铂类的敏感性
[51,52]，也可以通过激活 Elk1-caspase-8 通路促进口腔癌细胞的凋亡[53]。 
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